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Un changement apporte a 'a redaction des revendicaticns d*origine. sauf si celui-ci decoule des dispositions de Tarticle R.612-36 
du code de la Propriete Intellectuelle, est signale par la mention «R.M.» (revendicaticns modifees). 




La presente invention concerne de nouveaux adjuvants pour compositions 
5 vaccinales ainsi que des compositions comprenant au moins un antigene„ no- 
tamment un antigene d'origine virale, bacterienne ou parasitaire et au moins un 
adjuvant. 

Le developpement de vaccins inactives ou contenant des antigenes puri- 
fies est de plus en plus important, car il permet d'eviter les effets secondaires in- 
10 desirables. Cependant, Tamelioration de la qualite des antigenes se fait au detri- 
ment de leur caract^re immunogene. C'est pour cette raison qu'ils sont associes S 
des adjuvants d'immunite. 

Les adjuvants d'immunite sont des prod uits qui augmentent les reactions 
du systeme immunitaire, lorsqu'ils sont administres en presence d'antigenes 
15 d'origine virale. bacterienne ou synth6tique. lis provoquent Tapparition massive 
de macrophages au site d'injection, puis dans les nodules lymphatiques, accrois- 
sent la production d'immunoglobulines specifiques, les anticorps, et stimulent de 
nombreuses cellules impliquees dans les mecanismes de la defense immunitaire. 
Ces adjuvants sont de natures diverses. lis peuvent par exempie consister 
20 en des liposomes ou des emulsions. 

Les adjuvants de Freund tres efRcaces ; ils resultent de Tasscciation d'une 
huile minerale et d'un ester de mannitol contenant ou non une mycobact6rie tuee. 
Les vaccins realises par melange en part egale d'un adjuvant de Freund avec un 
milieu antigenique aqueux, restent encore les reference dans le monde entier 
25 pour les etudes en laboratoire. Ils se presentent sous forme d'emulsions eau dans 
huile (E/H), c'est a dire d'emulsions dans lesquelles la phase continue est Thuile. 
Ces emulsions sont tres visqueuses ; elles sont done difficilement injectables ; 
elles sont aussi peu stables, puisque des d^phasages sont observes quelques 
jours seulement, apres leur preparation. 
30 Comme adjuvants usuels, il y a aussi des sels de metaux, tels que Thydroxyde 
d'aluminium, le nitrate de cerium, le sulfate de zinc, Thydroxyde de fer colloidal ou 
le chlorure de calcium. Parmi ceux-ci, Thydroxyde d'aluminium est le plus cou- 



ramment utilis6. Ces adjuvants sont cl6crits dans Tartide de Rajesh K. Gupta et al 
"Adjuvants, balance between toxicity and adjuvanticity", Vaccine, vol. 11, Issue 3, 
1993, pages 993-306. lis pr6sentent cependant une faible efficacite immunosti- 
mulante et induisent parfois, lorsque ces compositions th6rapeutiques sont injec- 
tees. la fomiation de lesionis et autres reactions locales, telles que les granulo- 
mes, au point d'injection. 

Plus recemment, il a et6 d6couvert que les sels hydrosolubles de metaux 
divalents ou trivalents 6taient de bons adjuvants de Timmunite notamment le glu- 
conate de manganese, le gluconate de calcium, le glycerophosphate de manga- 
nese, I'ac^tate d'aluminium soluble ou le salicylate d'aluminium. De tels adjuvants 
sont decrits dans les demandes Internationales de brevet publiees sous les nu- 
meros WO 96/32964 et WO 98/1731 1 . 

Comme autres adjuvants de Timmunite, notamment dans le cas.de I'admi- 
nistration mucosale, on peut citer les composes sympathomimetiques decrits 
dans la demande internationale de brevet publiee sous le numero WO 98/15288. 

A Toccasion de ses recherches sur la mise au point de nouveaux adju- 
vants, la demanderesse a decouvert. que certains agents tensioactifs eux-memes, 
possedaient une efficacit6 immunostimulante et que Ton pouvait ainsj preparer 
des compositions vaccinales aqueuses essentiellement exemptes de phase hui- 
leuse, comprenant un ou plusieurs de ces agents comme immunostimuiant. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet. une composition sous 
forme d'une solution aqueuse comprenant : 

(i) au moins un antigene ou au moins un gen6rateur in vivo d'un compose com- 
prenant une sequence d'acides amines et. 

(ii) et a titre d'adjuvant d'immunite, un agent tensioactif ou un melange d'agents 
tensioactife, ayant un nombre HLB global compris entre 5 et 15, 

Par antigene ou au moins un gen6rateur in vivo d'un compose comprenant 
une sequence d'acides amines, on designe soit des micro-organismes tues, tels 
que les virus, les bacteries ou les parasites, soit des fractions purifiees de ces 
micro-organismes, soit des micro-organismes vivants dont le pouvoir pathogene a 
ete attenue. A titre de virus pouvant constituer un antigene selon la presente in- 
vention, on peut citer le virus de la rage, les herpes virus, tels que le virus de la 
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maladie d'Aujeszky, les orthomixovirus t Is que Influenzae, les picomavirus tels 
que le virus de la fievr apht use ou les retrovirus tels que les VIH. A titre de 
micro-organisme du type bact6rien pouvant constituer un antigene selon la pre- 
sente invention, on peut citer E. Coli, et ceux des genres Pasteurella, Furonculo- 
5 sis, Vibriosis, Staphylococcus et Streptococcus. A titre de parasite, on peut *citer 
ceux des genres Trypanosoma, Plasmodium et Leishmania. On peut aussi citer 
les virus recombinants notamment les virus non enveloppes tels que les adenovi- 
rus, le virus de la vaccine, le virus Canarypox. les herpes virus ou les baculovirus. 
On designs aussi un vecteur recombinant viral non enveloppe vivant, dont le ge- 

10 nome contient, inseree de preference dans une partie non essentielle pour la re- 
plication du virus envelopp6 correspondant, une sequence codant pour une sous- 
unite antigenique induisant une synthese d'anticorps et/ou un effet protecteur 
centre le susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogene ; ces sous-unites 
antigeniques peuvent etre par exemple, une proteine, une glycoproteine, un pep- 

15 tide ou une fraction peptidique et/ou protectrice contre une infection par un micro- 
ofganisme vivant tel un virus enveloppe. une bacterie ou un parasite. Le gene 
exogene insere dans le micro-organisme peut etre, par exemple, issu d'un virus 
Aujeszky ou HiV, 

On peut citer notamment un plasmide recombinant constitue d'une se- 
20 quence de nucleotides, dans laquelie est inseree une sequence nucleotidique 
exogene, provenant d'un micro-organisme ou d'un virus pathogene, Cette der- 
niere sequence nucleotidique a pour but de permettre I'expression d'un compose 
comprenant une sequence d'acides amines, ce compose ayant lui-meme pour but 
de declencher une reaction immune dans un organisme bote. 
2 5 Par generateur "in vivo" d'un compose comprenant une sequence d'acides ami- 
nes, on designe tout un prodult biologique capable d'exprimer ledit compose dans 
I'organisme hote dans lequel on a introduit ledit generateur in vivo. Le compose 
comprenant la sequence d'acides amines, peut §tre une proteine. un peptide ou 
une glycoproteine. Ces generateurs in vivo sent generalement obtenus par des 
30 precedes issus du genie genetique. Pius particulierement, ils peuvent consister 
en des micro-organismes vivants. generalement un virus, jouant le role de vecteur 
recombinant, dans lequel est inseree une sequence nucleotidique. notamment un 
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gene exogene. Ces composes sont connus en tant que tela et utilises notamment 
comme vaccin sous unitaire recombinant. A cet egard, on peut se referer a I'Arti- 
cle de M, ELOIT et al.. Journal of virology (1 990) 71. 2925-2431 et aux demandes 
Internationales de brevet publiees sous les num6ros WO-A-91/00107 et WO-A- 
" v5 94/16681. Les generateurs in vivo selon I'invention peuvent aussi consister en un 
plasmide recombinant comprenant une sequence nucl§otidique exogene. capable 
d'exprimer dans un organisme hote un compose comprenant une sequence d'aci- 
des amines. De tels plasmides recombinants et leur mode d'administration dans 
un organisme hote ont et6 decrits en 1990, par LIN et al.. Circulation 
10 82:2217,2221 ; COX et al., J. of VIROL, Sept. 1993, 67. 9. 5664-5667 et dans la 
demande Internationale publiee sous le numero WO 95/25542. Selon la nature de 
la sequence nucleotidique comprise dans le gen6rateur in vivo, le compost com- 
prenant la sequence d'acides amines qui est exprime au sein de {'organisme hote, 
peut : 

15 (i) etre un antigene. et permettre le declenchement d'une reaction Immune. 

(ii) avoir une action curative vis-a-vis d'une maladie, essentiellement une 
maladie d'ordre fonctionnel, qui s'est declenchee chez Torganisme hote. Dans ce 
cas, le generateur in vivo permet un traitement de Thote, du type therapie geni- 
que. 

20 A titre d'exemple. une telle action curative peut consister en une synthese 

par le generateur in vivo de cytokines, comme les interleukines. notamment Tin- 
terieukine 2. Celles-ci permettent le declenchement ou le renforcement d'une re- 
action immune visant a Telimination selective des cellules cancereuses. 

Une composition selon invention comprend une concentration en antigene 

25 qui depend de la nature de cet antigene et de la nature du sujet traite. II est tou- 
tefois particulierement remarquable qu'un adjuvant selon I'invention, permette de 
diminuer notablement la dose habituelle d'antigene requise. La concentration 
adequate d'antigene peut etre determinee de maniere classique par I'homme du 
metier. General ment, cette dose est de I'ordre de O.lpg/cm^ a 1g/cm^ plus gene- 

7 3 3 

30 ralement comprise entre lug/cm et lOOmg/cm . 

La concentration dudit generateur in vivo dans la composition selon i'in- 
vention depend, la encore, notamment de la nature dudit generateur et de Thote 



dans lequel il est administre. Cette concentration peut etre ais ' ment determinee 
par Thomme du metier, sur la base d'experience de routine, A titre indicatif. on 
peut toutefois preciser que lorsque le generateur in vivo est un microorganisrne 
recombinant, sa concentration dans la composition selon Tinvention peut etre 
comprise entre 10^ et 10^^ micro-organismes/cm^, de preference entre 10^ et -lO'^ 
micro-organismes/cm^- Lorsque le generateur in vivo est un plasmide recombi- 
nant, sa concentration dans la composition selon Tinvention peut etre comprise 
entre 0.01 et 100 g/dm^. 

Au sens de ia presente invention, le nombre HLB est calcule par la formule 
HLB = 20 (1"ls/Ia). dans laquelle U represente I'indice de saponification et la, Tin- 
dice d'acide dudit tensioactif ou dudit melange d'agents tensioactifs. Ces deux in- 
dices, de saponification et d'acide, sont determines par des methodes decrites 
dans la Pharmacopee europeenne. 

L'invention a principalement pour objet, une composition telle que definie 
precedemment, dans laquelle le ou les agents tensioactifs sont choisis parmi les 
corps gras modifies et de preference le ou les agents tensioactifs sont choisis 
parmi les corps gras modifies ayant un nombre HLB globgl compris entre 6 et 14, 
Les corps gras modifies utilises dans le cadre de la presente invention, 
peuvent etre d'origine minerale vegetale ou animale. Comme corps gras modifies 
d'origine minerale. ii y a les huiles d'origine petroliere. Comme corps gras modi- 
fies d'origine vegetale. il y a les huiles vegetales modifiees. par exemple. les hui- 
les modifiees d'arachide. d'olive, de sesame, de soja. de germes de ble. de pe- 
pins de raisin de tournesol, de ricin, de lin, de soja, de maTs, de coprah, de palme. 
de noix. de noisettes ou de colza. Comme corps gras modifies d'origine animale. il 
y a par exemple le squalane modifie, le squalene modifie, I'huile modifiee de 
spermaceti ou I'huile modifiee de suif. 

Par corps gras modifies, on designe notamment les derives alkoxyles de 
corps gras et plus particulierement les deriv6s alkoxyles d'huiles ou les derives 
alkoxyles d'esters alkyliques d'huiles et plus particulierement, les derives ethoxy- 
les et/ou propoxyles d'huiles ou les derives ethoxyles et/ou propoxyles des esters 
methylique, ethylique, propyliques lineaire ou ramifie ou butyliques. lineaire ou 
ramifies, desdites huiles. L'invention a plus specifiquement pour objet une com- 



position telle que definie prec^demment, dans laquelle le corps gras modifie est 
choisi parmi les derives ethoxyles d'huiles ayant un nombre d'OE, compris entre 1 
et 60. 

L'invention a particulierement pour objet, une composition telle que definie 
prec6demment, dans laquelle le corps gras modifie est un d§rive alkoxyle d'huile 
de maYs ou un melange de derives alkoxyles d'huile de maTs, ayant un nombre 
HLB global compris entre 10 et 14 ou une composition telle que definie prece- 
demment. dans laquelle le corps gras modifi6 est un derive 6thoxyle d'huile de ri- 
cin ou un melange de derives alkoxyles d'huile de ricin, ayant un nombre HLB 
global compris entre 7 et 10. Comme exemples de telles compositions, it y a la 
composition dans laquelle le corps gras modifie est choisi parmi les derives 
ethoxyles d'huile de maTs ayant un nombre d'OE compris entre 20 et 40 ou la 
composition dans laquelle le corps gras modifie est un melange de derives 
ethoxyles d'huile de ricin ayant un nombre d'OE egal a 7 et de derives ethoxyles 
d'huile de ricin ayant un nombre d'OE egal a 60. 

Une composition objet de la presente invention, contient entre 0,2mg/cm^ 
et 500mg/cm^ d'adjuvant, plus particulierement entre 2mg/cm^ et 500mg/cm^ 
d'adjuvant et de preference entre 50mg/cm^ et 200mg/cm^ d'adjuvant. 

Selon un deuxieme aspect particulier de la presente invention, celle-ci a 
pour objet une composition telle que d6finie precedemment, dans laquelle le ou 
les agents tensioactife sont choisis parmi les derives alkoxyles d'esters d'acides 
gras et de polyols ou les derives alkoxyles d'ethers d'alcools gras et de polyols, et 
plus particulierement, les triglycerides d'acides gras alkoxyles. les esters alkoxy- 
les de polyglycerol d'acides gras, les esters alkoxyles d'acides gras avec un 
hexol, tel que par exemple le sorbitol ou le mannitol, ou les esters alkoxyles d'aci- 
des gras avec un anhydride d'hexol, comme le sorbitane ou le mannitane. 

Comme acides gras appropries a la preparation de ces esters modifies il y 
a plus particulierement. ceux comportant de 12 ^ 22 atomes de carbone, avanta- 
geusement un acide gras liquide a 20*'C, tels que par exemple, ceux comportant 
de 16 a 18 atomes de carbone, comme I'acide oleique, I'acide ricinoleique ou 
Tacide isostearique. 



La composition, telle que definie ci-dessus. contient notamment, un ou plu- 
sieurs derives 6thoxyles d'esters d'acldes gras et de polyol ou derives §thoxyles 
d'§thers d'alcools gras et de polyols, ayant un nombre d'OE, compris entre 1 et 
60. L'agent tensioactif ou le melange d'agents tensioactifs de cette composition 
telle que definie ci-dessus. a plus particulierement un nombre HLB global comptls 
entre 10 et 14 et de pr6f§rence entre 12 et 13.5. Comme exemple d'une telle 
composition, il y a celle dans laquelle l'agent tensioactif est un deriv6 ethoxyle 
d'ol6ate de mannitane ayant un nombre d'OE compris entre 5 et 15, et, de pr6f6- 
rence, entre 7 et 1 1 . 

Un agent tensioactif selon I'invention est de preference pharmaceutique- 
ment acceptable au niveau des muqueuses ; il doit notamment §tre d§pourvu de 
m6taux lourds et presenter des indices d'acides ou de peroxydes tres faibles. II 
est egalement souhaitable qu'il satisfasse aux nonmes des tests d'innocuite tels 
que, ceux d6crits par S.S. Berllin, Annates of Allergy, 1962, 20. 473 ou les tests 
de toxicity anormale d6crits dans la Pharmacopee europeenne. 

La composition selon I'invention, peut comporter un agent stimulant immu- 
nitaire conventionnel tel rAvridine®. la N,N-dioctadecyl-N',N'-bis(2-hydroxyethyl) 
propanediamine, les derives du MDP (muramyl dipeptide). notamment le threonyl- 
MDP, les derives de I'acide mycolique ou les derives du Lipide A. 

La composition selon I'invention. peut comprendre un ou plusieurs sels or- 
ganiques de cations m§talllques hydrosolubles. tel que par exemple le gluconate 
de calcium, le gluconate de manganese le salicylate d'aluminium ou I'acetate 
d'aluminium soluble. Lorsque la composition adjuvante selon I'invention com- 
prend. un sel pharmaceutiquement acceptable, celui-ci est d une concentration de 
0,02 ^ 3000 mg/ cm^, de preference 0,1 a 1000 mg/cm^, plus preferentiellement 
de 0,1 ^150 mg/cm^ 

La composition selon I'invention, peut comporter un compose sympatho- 
mim6trique. Par composes sympathomimetiques, on designe notamment les am- 
phetamines, les catecholamines, les ph6nylisopropylamines ou la tyramine. 
Comme exemples de tels composes, on peut citer notamment I'isoprot^renol, la L- 
Epinephrine, le tevarter§noI, I'ephedrine, la phenylephedrine ou le salbutamol. 
Lorsque la composition adjuvante selon I'invention comprend un compose sym- 
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pathomimetique, celui-ci a un concentration de 10'^° molaire a 10*^ molaire, de 
preference de 10'^ Molaire ^ 10'^ Molaire. 

Uutilisation des agents tensioactifs tel que definis pr^cedemment comme 
adjuvant dans les compositions vaccinales et plus particulierement dans les com- 
positions vaccinales sans phase huileuse constitue un autre aspect de la pr^ 
sente invention. 

La composition selon Tinvention peut etre utilisee comme medicament pr6ventif 
ou curatif. Selon la nature de Tantigene ou du g6nerateur in vivo, une composition 
selon rinvention peut etre administree a des poissons, des crustaces tels que les 
crevettes, des volailles. notamment. des oies, des dindes, des pigeons et des 
poulets, aux canides tels le chien, aux felides tels le chat, aux pores, aux prima- 
tes, aux bovides, aux ovides et aux chevaux. La composition selon I'invention 
peut etre egalement administree a Thomme. L'administration de la composition 
peut se faire de maniere classique par voie parenterale, notamment par injection 
sous-cutanee, intramusculaire ou intraperitoneale ou par voie mucosale notam- 
ment par voie orale, voie rectale, voie nasale, voie vaginale. Selon un autre as- 
pect de rinvention, celle-ci consiste en I'utilisation d'un adjuvant tel que defini ci- 
dessus pour la preparation d'un vaccin destine a la prevention ou au traitement 
d'une maladie infectieuse, notamment une maladie infectieuse engendree par un 
virus ou un micro-organisme tels ceux mentionnes plus haut. 
Selon un autre dernier aspect de la presente invention, celle-ci consiste en Tutili- 
sation de cet adjuvant pour la preparation d'une composition destinee a soigner 
une maladie d'ordre fonctionnel, telle le cancer ou la mucoviscidose. 
Example 1 

On a injecte par voie sous-cutanee, a differents lots de 5 souris femelles de 
souche OF1 ayant un poids moyen de 18 a 20 grammes, 100 microlitres de diffe- 
rentes compositions contenant un agent tensioactif, du tampon phosphate (PBS) 
et 1 0 mg/cm^ d'ovalbumine, a t = O avec un rappel a t = 28 jours. 
On effectue les prelevements sanguins a 14, 28, 42. 56, 90 et 180,jours 
On precede a des dosages ELISA sur les prelevements sanguins, des IgG1 pour 
determiner la reponse immunitaire humorale et les lgG2a, pour determiner la re- 
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ponse immunitaire cellulaire. Les reactions locales sont evaluees a 7 jours et a 35 
jours. 

Les compositions sont les suivantes : 



Tensioactif utilise (TA) 
(Composition) 
% ponderaux 


HLB du TA 


TA en pi 


Tampon 
(PBS) 


Antigone 
(lOmg/cm-) 

c^n 1 il 

CI 1 ^1 


Huile de mais ethoxylee (30E) 
(Reference 1) 


4,1 


100 


1900 


20 


Huile de ma'is ethoxylee (10 OE) + 2% 
glycerol sur charge initiate 
(Composition A) 


7.9 


100 


1900 


20 


Huite de mais ethoxylee (20 OE) + 2% 
glycerol sur charge initiate 
(Composition B) 


10,4 


100 


1900 


20 


Huile de mais ethoxylee (30 OE) + 2% 
glycerol sur charge initiate 
(Composition C) 


12.3 


100 


1900 


20 


Huile de mais ethoxylee (40 OE) + 2% 
glycerol sur charge initiate 
(Composition D) 


13.8 


100 


1900 


20 


Huile de mais ethoxylee (20 OE) + 4% 
glycerol sur charge initiate 
(Composition E) 


14.2 


100 


1900 


20 


Huile de mais ethoxylee (40 OE) + 4% 
glycerol surcharge initiate 
\^iMrornposiLion ry 


11,3 


100 


1900 




Oleate de mannitane (50E) 
(Composition G) 


10.9 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane (80E) 
(Composition H) 


12,4 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane (10OE) 
(Composition 1) 


13.1 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane (150E) 
(Composition J) 


14.6 


100 


1900 


20 
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Tensioactif utilis§ (TA) 
(Composition) 
% ponderaux 


HLB du TA 


TA en |jl 


Tampon 
(PBS) 
en pi 


Antigene 
(10mg/cm^) 
en pi 


Oleate de mannitane (20OE) 
(Composition K) 


15,6 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane (40OE) 
(Composition L) 


17,3 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane 
(Reference 2) 


3,3 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane (80E) 
(Composition M) 


12,1 


100 


1900 


20 


Oleate de mannitane + Oleate de 
mannitane (80E) 
(Composition N) 


6,5 


100 


1900 


.20 


Oleate de mannitane + Oleate de 
mannitane (80E) 
(Composition O) 


5,0 


100 


1900 


■'■ 20 


gluconate de manganese 
(Reference 3) 




200 


1800 


20 


Temoin 




0 


2000 


20 



Les resultats des tests ELISA sont les sulvants : 



Dosage des IG1 (echelle de temps en jours) 



Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Reference (1) 


1500 


1000 


32000 


48000 


32000 


6000 


Composition (A) 


1000 


1000 


8000 


12000 


3000 


1500 


Composition (B) 


1000 


1000 


64000 


64000 


16000 


8000 


Composition (C) 


2000 


1000 


96000 


128000 


128000 


12000 


Composition (D) 


1500 


1000 


6000 


32000 


64000 


6000 


Composition (E) 


1000 


1000 


32000 


64000 


96000 


24000 


Composition (F) 


3000 


8000 


64000 


128000 


128000 


32000 
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D sag des IGI (ech il do temps en jours) 


Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Composition (G) 


2000 


2000 


8000 


64000 


48000 


8000 


Composition (H) 


4000 


8000 


128000 


128000 


48000 


16000 , 


Composition (1) 


4000 


1000 


128000 


96000 


48000 


12000 


Composition (J) 


1000 


2000 


64000 


24000 


8000 


2000 


Composition (K) 


1000 


1000 


24000 


12000 


2000 


2000 


Composition (L) 


1000 


1000 


18000 


6000 


2000 


2000 


Reference (2) 


1000 


1000 


32000 


16000 


3000 


2000 


Composition (M) 


4000 


4000 


128000 


128000 


256000 


48000 


Composition (N) 


1500 


1000 


128000 


64000 


32000 


12000 


Composition (O) 


1000 


1000 


32000 


20000 


16000 


2000 


Reference (3) 


32000 


32000 


256000 


128000 


32000 


8000 


T6moin 


1000 


1000 


4000 


2000 


3000 


1000 






Dosage des IG2a (echelle de temps en jours) 


Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Reference (1) 


1000 


1000 


1000 


1500 


3000 


1000 


Composition (A) 


1000 


1000 


1000 


1000 


2000 


1000 


Composition (B) 


1000 


1000 


2000 


2000 


2000 


1000 


Composition (C) 


1000 


1000 


4000 


1500 


3000 


1000 


Composition (D) 


1000 


1000 


1000 


2000 


4000 


1000 


Composition (E) 


1000 


1000 


1000 


2000 


3000 


1000 


Composition (F) 


1000 


1000 


1000 


6000 


4000 


1000 


Composition (G) 


1000 


1000 


1000 


8000 


3000 


1000 


Composition (H) 


1000 


1000 


1000 


3000 


3000 


1000 


Composition (1) 


1000 


1000 


4000 


3000 


2000 


1000 


Composition (J) 


1000 


1000 


3000 


1500 


2000 


1000 


Composition (K) 


1000 


1000 


1000 


1500 


2000 


1000 


Composition (L) 


1000 


1000 


1000 


1500 


2000 


1000 


R'ferenc (2) 


1000 


1000 


1000 


1500 


3000 


1000 
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Dosag des IG2a (ech II de temps en jours) 


Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Composition (tA) 


1000 


1000 


4000 


1500 


6000 


1000 


Composition (N) 


1000 


1000 


4000 


1500 


2000 


1000 


Composition (O) 


1000 


1000 


4000 


1500 


6000 


1000 


Reference (3) 


1000 


1000 


4000 


16000 


2000 


1000 


Temoin 


1000 


1000 


1000 


1000 


1000 


1000 



Exemple 2 

On opere de la meme maniere qu'§ rexemple 1 avec comme tensioactifs. 
les huiles de ricin ethoxylees suivantes : 



Tensioactif utilise (TA) 
(Composition) 
% pond^raux 


HLB du TA 


TA en pi 


Tampon 
(PBS) 
en pi 


Antigene 
(10mg/cm^) 
en pi 


Huile de ricin ethoxyl§e : 100% (70E) 
(Composition P) 


6 


100 


1900 


20 


Huile de ricin 6thoxylee : 
89.13% (7 OE) + 10.87% (60 OE) 
(Composition Q) 


7 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxyl§e : 
78.26% (7 OE) + 21 ,74% (60 OE) 
(Composition R) 


8 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxylee : 
67.39% (7 OE) + 32.61% (60 OE) 
(Composition S) 


9 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxylee : 
56,52% (7 OE) + 43,487% (60 OE) 
(Composition T) 


10 


100 


1900 


20 


Huile d ricin etiioxylee : 
50% (7 OE) + 50% (60 OE) 
(Composition U) 


10.6 


100 


1900 


20 
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Tensloactif utilise (TA) 
(Composition) 
% ponderaux 


HLB du TA 


TA en pi 


Tampon 
(PBS) 
en pi 


Antigene 
(lOmg/cm^) 
ein pi * 


Huile de ricin ethoxyl6e : 
45.65% (7 OE) + 54.35% (60 OE) 
(Composition V) 


11 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxyl§e : 
34.78% (7 OE) + 65,22% (60 OE) 
(Composition W) 


12 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxylee : 
23.91% (7 OE) + 76,09% (60 OE) 
(Composition X) 


13 


100 


1900 


20 


Huile de ricin §thoxylSe : 
13,04% (7 OE) + 86,96% (60 OE) 
(Composition Y) 


14 


100 


1900 


20 


Huile de ricin ethoxyl§e : 100% (60E) 
(composition Z) 


15.2 


100 


1900 


20 


Temoin (T1) 




1000 


1000 


20 


T6moin (T2) 




0 


2000 


20 



Les r6sultats des tests ELISA sont les suivants : 



Dosage des IG1 (echelle de temps en jours) 



Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Composition (P) 


1600 


600 


8000 


16000 


12000 


nd 


Composition (Q) 


3200 


600 


16000 


64000 


48000 


nd 


Composition (R) 


2400 


400 


48000 


64000 


64000 


nd 


Composition (S) 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


Composition (T) 


600 


100 


16000 


32000 


32000 


nd 


Composition (U) 


100 


100 


8000 


32000 


32000 


nd 


Composition (V) 


100 


100 


8000 


12000 


6000 


nd 


Composition (W) 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 
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Dosag des IG1 ('chelle d temps en j urs) 


Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Composition (X) 


200 


100 


3000 


4000 


3000 


nd 


Composition (Y) 


400 


100 


4000 


12000 


8000 


nd 


Composition (Z) 


100 


100 


8000 


6000 


6000 


nd 


temoin T1 


19200 


12800 


256000 


128000 


128000 


nd 


Temoih T2 


100 


100 


4000 


2000 


1500 


nd 






Dosage des IG2a (echielle de temps en joi 


irs) 


Composition 


J14 


J28 


J42 


J56 


J90 


J180 


Composition (P) 


100 


100 


8000 


3000 


3000 


nd 


Composition (Q) 


100 


100 


12000 


4000 


8000 


nd 


Composition (R) 


100 


100 


32000 


8000 


8000 


nd 


Composition (S) 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


Composition (T) 


100 


100 


16000 


3000 


8000 


nd 


Composition (U) 


100 


100 


6000 


4000 


4000 


nd 


Composition (V) 


100 


100 


4000 


15000 


2000 


nd 


Composition (W) 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


nd 


Composition (X) 


100 


100 


1000 


1000 


1000 


nd 


Composition (Y) 


100 


100 


1000 


1000 


1000 


nd 


Composition (Z) 


. 100 


100 


1000 


1000 


3000 


nd 


tSmoin T1 


100 


100 


8000 


3000 


8000 


nd 


T6moln T2 


100 


100 


1000 


1000 


1000 


nd 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition sous forme d'une solution aqueuse comprenant : 

(i) au moins un antig§ne ou au moins un g6n6rateur in vivo d'un compose com- 
prenant una sequence d'acldes amines; et, ' 

(ii) et § titre d'adjuvant d*immunit§ un agent tensioactif ou un melange d'agents 
tensioactife, ayant un nombre HLB global compris entre 5 et 15. 

2. Composition telle que definie § la revendication 1. dans laquelle le 
ou les agents tensioactifs sont choisis parmi les corps gras modifies. 

3. Composition telle que ddfinie a la revendication 2, dans laquelle le 
ou les agents tensioactifs sont choisis parmi les corps gras modifies ayant un 
nombre HLB global compris entre 6 et 14. 

4. Composition telle que definie a Tune des revendications 2 ou 3, 
dans laquelle le corps gras modifiS est choisi panni les derives alkoxyles d'huiles 
ou les derives alkoxyles d'esters alkyliques d'huiles. 

5. Composition telle que d6finie a la revendication 4, dans laquelle le 
corps gras modifie est choisi pamni les d6riv§s ethoxyl6s d'huiles ayant un nom- 
bre d'OE, compris entre 1 et 60. 

6. Composition telle que d§finie S I'une des revendications 3 ou 4, 
dans laquelle le corps gras modifie est un derive alkoxyl6 d'huile de maTs ou un 
melange de derives alkoxyles d'huile de maTs, ayant un nombre HLB global com- 
pris entre 10 et 14. 

7. Composition telle que definie a I'une des revendications 3 ou 4. 
dans laquelle le corps gras modifi§ est un derive 6thoxyl6 d'huile de ricin ou un 
melange de derives alkoxyles d'huile de ricin. ayant un nombre HLB global com- 
pris entre 7 et 10. 

8. Composition telle que d§finie § la revendication 6, dans laquelle le 
corps gras modifi6 est choisi pamni les d§riv6s ethoxyles d'huile de maTs ayant un 
nombr d'OE compris ntre 20 et 40. 

9. Composition telle que definie a la revendication 7, dans laquelle le 
corps gras modifie est un melange de derives ethoxyles d'huile de ricin ayant un 
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nombre d'OE 6gal S 7 et d derives 6thoxyl6s d'huile de ricin ayant un nombre 
d'OE ^al d 60. 

10. Composition telle que? d6finie la revendication 1, dans laquelle le ou 
les agents tensioactifs sont cholsis parmi les derives alkoxyles d'esters d'acides 
gras et de polyol ou les derives alkoxyles d'ethers d'alcools gras et de poiyols, et 
plus particulierement, parmi les triglycerides d'acides gras alkoxyl§s, les esters 
alkoxyl6s de polyglycerol d'acides gras, les esters alkoxyles d'acides gras avec 
un hexol, tel que par exemple le sorbitol ou le mannitol, ou les esters alkoxyles 
d'acides gras avec un anhydride d'hexol, comme le sorbitane ou le mannitane. 

11. Composition telle que d§finie aux revendications 1 et 10, dans la- 
quelle le ou les agents tensioactifs sont choisis parmi les d6riv6s §thoxyl§s d'es- 
ters d'acides gras et de polyol ou les d6riv§s ethoxyles d'ethers d'alcools gras et 
de poiyols, ayant un nombre d'OE, compris entre 1 et 60. 

12. Composition telle que definie a I'une des revendications 10 ou 11, 
dans laquelle I'agent tensioactif ou le m§lange d'agents tensioactife a un nombre 
HLB global compris entre 10 et 14. et de preference entre 12 et 13,5. 

13. Composition telle que d§finie aux revendications 11 et 12, dans la- 
quelle I'agent tensioactif est un d6riv§ §thoxyl6 d'oleate de mannitane ayant un 
nombre d'OE compris entre 5 et 1 5 et de preference entre 7 et 11 . . 

14. Composition telle que d6finie a I'une des revendications 1 a 13, 
comprenant en outre un stimulant immunitaire tel que I'Avridine®, les derives du 
MDP, les derives de I'acide mycolique ou les derives du lipide A. 

15. Composition telle que definie S I'une des revendications 1 a 14, 
comprenant en outre un ou plusieurs sels organiques de cations metalliques hy- 
drosolubles, tel que le gluconate de calcium, le gluconate de manganese, le sali- 
cylate d'aluminium ou I'acetate d'aluminium soluble. 

16. Composition telle que d6fmie ^ I'une des revendications 1 a 15, 
comportant en outre un compose sympathomimetique choisi parmi les sympatho- 
mimetiques amines telles qu'une catecholamine, une amphetamine, une phenyli- 
sopropylamine ou la tyramine et. de preference, choisi parmi I'ephedrine ou I'iso- 
proterenol, la L-Epinephrine, le levarterenol. I'ephedrine, la phenylephedrine ou le 
salbutamol. 
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17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16, pour ia mise en 
ceuvre d'une methode de traitement du corps hunnain ou animal. 

18. Medicament selon la revendication 17. destine d traiter ou a prevenir 
les maladies infectieuses et/ou fonctionnelles et notamment les maladies engen- 
drees par un virus, un microorganisme ou un parasite telles que les maladies^ re^- 
piratoires. 

19. Utilisation de Tagent tensioactif ou du melange d'agents tensioactifs, 
tels que d6finis a Tune des revendications 1 a 14. comme adjuvant dans les com- 
positions vaccinates et plus particulierement les compositions vaccinates desti- 
nees a la vaccination muqueuse, notamment orale, nasale, rectaie ou vaginale. 

20. Utilisation de Tagent tensioactif ou du melange d'agents tensioactifs, 
tels que definis a Tune des revendications 1 a 14. comme adjuvant dans les com- 
positions vaccinates et plus particulierement, dans les compositions vaccinates 
sans phase huiieuse. 



15 

REVENDICATIONS 



feuille cecmee 



1 . Composition sous forme d'une solution aqueuse comprenant : 

(1) au moins un antigene ou au moins un g6n6rateur in vivo d'un compose 
comprenant une sequence d'acides amines; et, 

(ii) et ^ titre d'adjuvant d'immunit6 un agent tensioactif ou un melange d'agents 
tensioactifs. ayant un nonnbre HLB global compris entre 5 et 15. 

2. Composition telle que definie a la revendication 1 , dans laquelle le ou 
les agents tensioactifs sont choisis parmi les corps gras modifies. 

3. Composition telle que definie ^ la revendication 2. dans laquelle le ou 
les agents tensioactifs sont choisis parmi les corps gras modifies ayant un nombre 
HLB global compris entre 6 et 14. 

4. Composition telle que definie a Tune des revendications 2 ou 3, dans 
laquelle le corps gras modifie est choisi parmi les derives alkoxyles d'huiles ou les 
derives alkoxyles d'esters alkyliques d'huiles. 

5. Composition telle que d§finie S la revendication 4, dans laquelle le 
corps gras modifie est choisi parmi les d6rives ethoxyles d'huiles ayant un nombre 
d'OE, compris entre 1 et 60. 

6. Composition telle que definie § Tune des revendications 3 ou 4, dans 
laquelle le corps gras modifie est un derive alkoxyle d'huile de maTs ou un 
melange de derives alkoxyl6s d'huile de maTs, ayant un nombre HLB global 
compris entre 10 et 14. 

7. Composition telle que d6finie a Tune des revendications 3 ou 4, dans 
laquelle le corps gras modifie est un derive ethoxyle d'huile de ricin ou un melange 
de d6riv6s alkoxyles d'huile de ricin, ayant un nombre HLB global compris entre 7 
et 10. 

8. Composition telle que definie ^ la revendication 6, dans laquelle le 
corps gras modifi6 est choisi parmi les d6riv6s 6thoxyl6s d'huile de mais ayant un 
nombre d'OE compris entre 20 et 40. 

9. Composition telle que definie d la revendication 7. dans laquelle le 
corps gras modifi§ est un melange de deriv6s 6thoxyles d'huile de ricin ayant un 
nombre d'OE 6gal 7 et de derives 6thoxyl6s d'huile de ricin ayant un nombre 
d'OE egal S 60. 
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10. Composition telle que definie la revendication 1, dans laquelle le ou 
les agents tensioactifs sont choisis parmi les derives alkoxyles d'esters d'acides 
gras et de polyol ou les derives alkoxyles d'ethers d'alcools gras et de polyols, et 
plus particulierement. parnni les triglycerides d'acides gras alkoxyl6s, les esters 

5 alkoxyles de polyglycSrol d'acides gras, les esters alkoxyles d'acides gras avec un 
hexol, tel que par exemple le sorbitol ou le mannitol, ou les esters alkoxyles 
d'acides gras avec un anhydride d'hexol, comme le sorbitane ou le mannitane. .i * 

11. Composition telle que d6finie aux revendications 1 et 10, dans 
laquelle le ou les agents tensioactifs sont choisis parmi les d6riv6s ethoxyl's 

10 d'esters d'acides gras et de polyol ou les derives 6thoxyl6s d'6thers d'alcools gras 
et de polyols, ayant un nombre d'OE, compris entre 1 et 60. 

12. Composition telle que definie a Tune des revendications 10 ou 11, 
dans laquelle I'agent tensioactif ou le melange d'agents tensioactifs a un nombre 
HLB global compris entre 10 et 14. et de preference entre 12 et 13,5. 

15 13. Composition telle que definie aux revendications 11 et 12. dans 

laquelle I'agent tensioactif est un derive ethoxyl6 d'ol6ate de mannitane ayant un 
nombre d'OE compris entre 5 et 15 et de preference entre 7 et 11. 

14. Composition telle que definie a Tune des revendications 1 d 13, 
comprenant en outre un stimulant immunitaire tel que I'Avridine®, les deriv6s du 

20 MDP, les derives de I'acide mycolique ou les derives du lipide A. 

15. Composition telle que definie ^ I'une des revendications 1 § 14, 
comprenant en outre un ou plusieurs sels organiques de cations metalliques 
hydrosolubles, tel que le gluconate de calcium, le gluconate de manganese, le 
salicylate d'aluminium ou I'acetate d'aluminium soluble. 

25 16. Composition telle que definie a Tune des revendications 1 a 15. 

comportant en outre un compose sympathomimetique choisi parmi les 
catecholamines, les amphetamines, les phenylisopropylamines ou la tyramine et, 
de preference, choisi parmi I'ephedrine ou isoproterenol, la L-Epinephrine, le 
levarterenol, rephedrine. la phenyl6phedrine ou le salbutamol. 

30 17. Composition selon Tune des revendications 1 a 16. pour la mise n 

oeuvre d'une m6thode de traitement du corps humain ou animal. 

18. Medicament selon la revendication 17, destine a traiter ou ^ prevenir 
les maladies infectieuses et/ou fonctionnelles et notamment les maladies 
engendrees par un virus, un microorganisme ou un parasite. 




19. Utilisation de Tagent tensioactif ou du melange d'agents tensioactjfs, 
tels que d^finis a Tune des revendications 1 ^ 13, comme adjuvant dans les 
compositions vaccinales t plus particulierement les compositions vaccinales 
destinees a la vaccination muqueuse, notamment orale, nasale, rectale ou 
5 vaginale. 

r 20. Utilisation de i'agent tensioactif ou du melange d'agents tensioactifs, 

'V . tels que dSfinis d Tune des revendications 1 d 13, comme adjuvant dans les 
compositions vaccinales et plus particulierement, dans les compositions 
vaccinales sans phase huileuse. 
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